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Abstract of DEI 961 621 6 

Laser beam which process and assembly 
separates and sorts a range of biological 
objects such as tissue cells comprises: (a) a 
microscope (2) for the observation of objects 
such as tissue samples resting on a substrate 
(4); (b) a focused laser beam (13) directed at V 
1 biological item(s) (10) under preparation, 
where the laser source and substrate may be 
moved relative to each other, and (c) a capture 
vessel (18, 20) located behind the substrate 
which intercepts the selected objects which 
are ejected (14) from the sample by the laser 
beam. 
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Beschrdbwng strahlea die auf ^^em TVSger be&dGchen imerwflnsch- 

tm biologischen Objdtte xmt hohen Strafahmgsdosen 
Die BrSodUQg betrifft ein Veriahren imd eine Vor- zmt5it,waiir«ttddiesdekdertai(»w0iiscliten)ObJek^ 
richtufiszumSordereniiRdSeparierenfOrdn^ tezur0<:&Udben(US4624915).Di6serPiroze8i8t ver- 

logis^e Objekte. Die Objekte sind bierbei auf eixiem 5 hdltiusmfiBig aufv^endig, um einzdne Objdcte aus gro- 
f esten planaren TrSger nebendnander aogeordnet Mh Bea Populadonea za setektimiL 
diesem Verfahrea k^nnen aus dner sefar groBea Zahl Die derErfizKlungxagnmdefiegendeAu^abe bested 
von Objdctexi (z. & 10^— einzelne Objekte raumllch in der rSumlidien Separaikm dnzelner biologischer Ob- 
abgetrennt und ausgesoodert werden. Die Abtramung jekte^ die nebeneioander auf dnem f esten i^anaren TVft- 
vongeh&uftoiZellenabGesamtdnheitistebensomdg- 10 ger wie z» & dnm Objekttr9ger aus Glas ausgetetdit 
lidL.Bbenso-kuin^jdas Yerfiahren zur Separatk>n yon ^nd. Hierbei .spS der Vcngang des Absoniton^, - 
speziBsdieif^ ZeUen aiis G^dM^dmitten eingesetzt Edist kurz (< 10 s) and berQhnmgslc^ £ EL !n abge-^ 
werd^ VoFOussetzung fOr (tieses Sortierverfohren ist traonten, stedlen Kammern duichfOhrbar, sein. AuBer- 
vorfaoriige Erkennaqg imd Sddction der betreffen- dmsoUderPkozeBsehrzuverifis^unddanntineiiifa- 
den Objekte au^rund spezifischer ff%ffyTfrhBifr«" (z.& 15 dier Weise aatomatisiertuur sdn. Gleidizdtig soD die 
duFch Firbung; Ruoreszeozmarkienuig Oder durdi ra* Oberld)ensfihigkeit der biologischen Objekte in der 
dioaktive Maiidenmg). Unter ^^bgisdien Objekten*' RBgeA gewSbrlelstet bleiben; d h. die biok^d^ Ob- 
weiden im Rahmen der vorbegenden Anmeklung vor jekte sollen durdi den AbtrennprozeB nidit gesdi9d{gt 
aJQem lebende oder fbdorte Uol^sisdie Zdlen oder Zell- hzw. bedntrfiditigt werden. 

bestandteile verstanden. 20 In der Patmtanmeldung 196 03 9d6J vom 05J02.1996 

Zor Separatbn dnzelna: bidogiach^ Objekte lassen viM diese Aufgabe dadurdi gd5st, daB ein Berach d- 
adx Objekte mit c^tisdienMethoden, wiederoptisdien ner Itagerfolie* auf dem skt das sdektierte biologisdie 
Pinzette (Optical TVeezer) in einer wSfiiigen L5sung Objekt befindet; mit einem Laserstrahl ansgesdmitten 
bewegen (K. Sdiiitze^ A. Oement-Sengewaki, Naturo, und durdi einen laser-induzierten Transporfpfozefi auf 
667 (VoL 368) 1994). Au^rund der gering^Kraftflber- 25 ein unmittelbaroberhalb oder unterhalb der TragerloUe 
tragung ist diese Methode auf Objekte besdirSnkt* die angeordnetes Aoffangersubstrat Qbertragen wird- 
ddi M in der LOsung bewegen kOnnoL Da sidi die Lfisung nadi diesem frOhmn Vorsdikig bestdit also 
8ordertett,w!e die unsortierten Objekte in der gteidien dario^ daB die biologischen Objekte in einem ktemeQ, 
l^suDgbeflndca^istdnegetremiteKdtiviming vorzugsweise kreis£9nnigen Umfeld mitsamt der 'M- 

zusfttdidiero Aufwand enidbar. FUr dne getrennte 30 gerfotie von einem Laserstrahl ausgesdmitten und zu- 
KuM^eruxiig mflssen diese 2^en xnh einer anderen Me- sammen mit dem ausgesdunttenen Teil der Tr&geif olie 
thode, wie z. R mit MikrokapiOaren abgetrennt bzw. aof einen in der Nfibe aqgebradxten Aufflbiger ga- 
abgesaugt werden. Adhflrent wadisende Zellen kdmien sdileudert werden. Dies geschleht offenbar anfgrund 
mit fdnen Nadeln, die uber Mikromanipulatoren be- des Oditdnidcs des Laserstrahls^ da die herausgetrenn- 
wegt werden. separiertwerdeaHierbd werden die Zd- as ten Telle der TrftgerfoUe mitsamt dem bk>k>^sdiraOb- 
len direkt berOhrt und kfimiten somit medianlsdi bela- jekt darauf stets in Ridxtung des LaserstraUs besdileti- 
stet werden. Bdde Methoden sind verhihnismfiBig zeit- nigt werdea 

intensiv, so daB sie ddit zur Beariieitung dner Vieizahi Zur weiteren Verbesserung des Verfahrens nadi vor- 
von Objekte gedgnetsind. genannter Patentanmddung 196 03 9967 wird vorlie- 

Zur Separierung einzefaier Zellen aus dner groBen 40 gend eine neue und verbesserte L5sung der der Brfin- 
Zahl (> 10^ in einer FlQssigkdt dispergierter, biologi- dung zugrunddiegenden Aufgabe dadurdi vorgesehen, 
schor Objekte gedgnete IVenn- bzw. Sortierapparate dafi der liditdmdc des Laserstrahls nun dafUr verwen- 
sind kommerzidl eriialtlidL ^^hrend bd der fluores- det werden soil, das gewQnsdite Partikd bzw. biologi- 
zenzaktivierten ZeUaortienmg (PACS — Fluor^cenoe sdie Objekt sdbst umnittelbar von der OberflSdie des 
activated Cdl Smter) dektsostatisdie Prkzipien zur 45 festen planaren Tr4gers(Objekttrflger oder Petiisdial^ 
rftumlidien Separation zum Bnsatz fcommenp arbdtet w^gzukatapultieren und in einem geeigneten Gef&B 
der magnetisdi^aktivierte ZeUsorderer (MACS » Ma- aufznfangeo, dk'^die-Separiennig eines Uotoffsdien 
gnedc activated Cdl Sorter) nut magnetisdien Kraften. Objektes ist audi ohne gldchzddges HmusldseA bzw. 
Hierbd U^en die Zellen jedoch mcht auf einem plima- Herausschndden des das biobgische Objekt tragenden 
ren Tr^er nebendnander. Obezxiies haben bdde Me- so Berdches der TrSgerfoSe rndgiklt Dies gesdiieht nach 
tfaoden den Nachtei), daB sicb manche Objekte nur dn- der vorliegenden Neuerung bzw. Verbesserung in der 
geschrSnkt (FAGS) oder Oberfaaupt nidit getrennt von- f olgenden Wdse, die anhand der beiliegenden Figi 1 bis 
dnander absondem lassen (MACS)u 3 erlfiutert werden soil : 

Die vorgesteHten Methoden kdnnaa kerne ZeUen aus Bd Verwradung eines aufrechten Mikn^opes 2 ge- 
einem S^ellverband wie etwa emem Gewebe oder aus ss mfifi Fig. I wild ein gedgneter Objekttri^er 4 (Didce 
histolo^p^en Geweb^r^paraten Idsea circa 170 |im) umgekehrt auf die Aufnahmehaiterung 6 

Femer sind unter dem Namen ''Ablative Photode- eines speziell fOr die Lasermikromanipulation entwik- 
o»np08ition* Verfahren bekannt, bd denen mit gepvls- ketten Mikroskopdsdies Gf gelegt, d. h. das bk>k)gische 
ten UV-Laswm, insbesondere mit Excfaner-Lasmi, ein Objekt 10 b^mdetl^ aijf der Untersdte des Objek^ 
geddter Materidabtrag bd Pi^ymeren ^Igt Kese eo titlgers 4 Bd dem Objekt handdtesskdiz.& urn histo- 
Verfahren kdnnen im weitesten Sinne ab Atzverfahren Iogi»±e Gewebesduntte von wenigen |un Didca^ oder 
angesehen werden. Ein fihnScfaes VerfahreDt bd dem umadfaerierendeChromosomen-bzw:DNA-Pni4parate. 
jedoch ein kontinuierlkh betiiebener UV-Laser ver- Der Mikroskopttsdi 8 ist fOr eine VersdiidHmg in 2 
wwidet wird, wd in dem US-Patent 5 2 1 1 605 besdirie- (fOr x/y Bewegung) oder 3 Achsen (fOr x/y/z Bewegung) 
ben. Dieses Verfahren soli sidi zur industriellen Bear- 65 ausgelegtundmiteinerAufnahmevorri(^tnng6f(lrz.B. 
beitung von technischoi Polymeren und zur biomedid- Objekttrtger 4 oder Petriscbaldien verseben. Der Tisdi 
nisdien Befaandhmg von biologiscbem Gewebe dgnen. 8 ist also fiber gedgnete Antriebe motorisiert» die oom- 
Hiennit ist ein Sortierprindp venvandt, das mh Laser- putergesteuert in bekaxmter Wdse z>& Uber dne Com- 
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putermaas (oder Joystick) hmgt werden kdimen. pie BmaOx rand um die ZeQe vei^Bert 

faybriden Scfarittmotomi der Acfaseii*Antrid)e arbehen Bei dem bksr verwendet^ Laser handdt es skh am 

nut Gnsr faohat Prftzaslon. Der kleiziste Sdnitt betrflgt Mnen gepulsten, kompaten StidcstofiQaser von hoher 

20 nm, der maximale Ver&hrweg des Mikroskoptisch» Strahlqualitit (Wdlenl&nge: 337 nm, PuJsdauer: 3 D$ec 

8 kann l»s zu mehreren Zendmetem{z. & 10 Cm) betra- s (Nanos^cunden)^ Polsfrequenz: von \0 bts 20 Hertz), 

gen. Die PrS^ion zum Wiederauffinden gespe^ierter Andere Laser sind audi denkbar,»>fern die verwendete 

Ponkte ist <400 ma Es kdnnenGesdiwindig^eiteQzuni Laserweflenlfingedas biologisdte Material niditnegativ 

VerfahrendesMikroskoptischesvoanahezuNuIIbiszu bee^uBt Der Laserstrahl selbst bzw. seine QneDe 

25 mm/Sekunde gewflUt werden. Mit einem sog, Fra* bleibt vorzugsweise unbewe^kh. AUeidings kAwn der 

megrabber wild das ObereineVideolcanieraaufgezeidi- lo Laser anch in x/y Rfditong mit einem Radius von circa 

aktuefle \fikrosk<^bikl auf einen Monitor gege- 100 |im rdatiKaff: Objektebeoe bewcgt werden, d-h. 

ben and kann mit G)mpaterfanktbnen, 2, & BefeUs- tetztendlich at nur wldi% daB LaserstraU und Objekt- 

funktbnen, Steaerzeichen. Kontrolbnarken etc, gra- ebene(Mikioskoptisd2)r€latbzaeinanderbewegtwer- 

phisch nberiagert werden (Video-Overiay). den. 

FQr Lasmnikromanipulation geeignet and nur dOnne is Das auf diese Weise h^eipriparierte Objekt Wann nun 

Objekttr§ger (ca. 170 (un dk^) od^ Petrisdialen mit schneDer and sichorer als im Stand der Technik (etwa 

dOnner (ca. 25 \im), gasdurchlflssiger Folie (sog. Petri- mit einer Nadd) und var allem berOhrungslos, d. h. wenn 

perm-Schildben). Da ftlr die Lasermikromanipulation u6lig auch vdlUg stml, mit einem weiteren» gezidten 

im Nanometer-Bereich bohe Anforderuz^en an elne LaserschuBautomatisdiineinProbeiigefiLBbineinkata- 
pr^se I^benbalterung und Probenfufarung gestelit 20 puitiertwerden(Flugfaalml4]L 

weiden, wurde die Aufiu^ehalterung 6 speziell konfl- Dazu ist es notwendig daB eine zwete Au&ahmehal- 

guriert: Bel den dunnen Objekttr9gem 4 besteht dfe tenmg 16 (2lB. um dn AuSanggefSB IB oder eine Mi- 

Gdebr, daS sie sicfa z. E bd Verwendoog von Ol-i^- krotiterplatteein3nispannen)ilb^zwdmotomierte und 

mendons-ObJekdven leicht durcUnegen mi somit kri- computergesteuerte Achsen so unter die erste Aufnah- 
negutePokttSsieruQgerreichtwerden kann. Um dies zu 2s mehalterung 6 verfahren ^rird, daS das per Laser frei- 

venneiden, mufi der ObjekttrSger 4 an mindestens 3 prSparierte Objekt 10 genauQber dm AuffanggefiB 18 

Seiten der Haiterungen dxl^egein, wofad nur ctie beklen plazim wirdL Hier ist eb^alls eine hohe Prazision der 

sdunalen Seiten des Objekttrdgers 4 mit je einer Feder- Motorbewegung Voraussetzung fOr ein sauberes Auf- 

klammer festgekiemmt werden kdnnen. Bne wdtere sammein der gewQnsditen Objekte. Ein einzeiner, ge- 
Notwendigkeitt^ezielifOrdieLasermikroskopie^istdie 30 zidterLaser6chuB(eventudiIek2htdefokuKiert)schleu- 

exakte Justierbarbdt des Probenhalters (Objekttrager 4 dert das selektierte bioiogisdie Objekt 10 bzw. die ZeHe 

Oder Auihabmehalterung ^ Es muB gew^exstet sdn, in Strahlrichtung (F^gbahn 14) ins Auffanggefafi la 

daB die Probe immer im gleidien Abstand zur Spftze Danach kann ein nenes Objdct ausgescbnhten weiden 

des Objekdvs 12 Heg^ und zwar im gesamten Verfttbr- und der ganze Vorgang wiedeiholt Aii 
berdch des Trftgers (drca 5--' 10 cm). 35 2Uir Biesdileunigong des Sammeivorgangs kBnnen al- 

Zuerst werden geeignete bioiogisdie Objekte 10 ndt le gewQnsditen Objekte zuerst mit dem Laser frdprft* 

einer kidneren VezgrdBerung liditopdscfa ausgewfthlt paziert werden. Danach wird das Aa^anggef2B 18 unter 

Sobaldailelnteressanten Objekte im Computer gespd- den Mikroskoptisdi g^ahren. Mikroskopbdhne 

chert sind, wecfasdt man zu einem hdberv^rgrOBemden fihrt nadidnazider die gespddierten, lasermikrodissek- 
Objektxv. Den durch den Objektivwechsel bedingten 40 tierten Objekte wieder an. Je dn SchuB befGrdert die 

Strahlversatz (diromatische Abberation) glekht man einzelnen Objekte oadieinander in jewdls frkdie 

durch eine Korrekturfunktion an einem gespeidierten (neue) Auffanggef)lBe 18, Fig; 1, die kooidiniert mit der 

Wert ausi die dann automatisdi auf aSe gespdcherten Bewegung der Mikrosk^bOhne 8 wdtertransportiert 

Punicte Qbertragen wird. werdra. 
Der Computer verfifart nun zu dem ersten Objekt 10. 45 Bd einem inversen Mikroskop (Fig* 2) kann ein kie- 

-^-ci^fe5=a*.«^ . . . Dasyon einer VIdeokamera aufgezdchnete Mikroskop- bendes ScheibdienT(Kl€b€folie, Agar bestrichenar Tra- 

bild wird auf dem in den Figure nxcht gezeigten Com- ger eta), das wenige jjun direkt dber das ausgeschnittene 

putermonttor dargestellt Ein Marker auf dem Monitor Objekt geMm wiid» zum AufEangen des wegkat^^- 

zdgt die Position des LaserstraUfokusses an. Die MI- tierten Objektes verwendet werden. Diese Kleb^t- 

kr<»kopbtUme wird entweder per Hand (Ober Maus so sdie 20 wird dann vom Robotarm 22 in dn gedgnetes 

od^ Joystidc kootrolliert) bewegt oder fihrt automa- Geflfi (Hg. 3) geworf en, und der Robotam 22 sucht 

tisdi durch dn Con^terprogramm gesteuert nacfa vor- sk:h ein neues Klebeteildien (siehe 2% 

gegebenem Muster im wesentlidien krds- oder spird- 

fdrmig um das gewShlte Objekt 10 herum. Der 'IMarker" Bezugszetehenliste 

auf dem Monitor kann als "Stiff betrachtetwerdeut mit 55 

dem die Kontur des gewOnscfaten biologischen Objek- 1 

tes nacbgezeichnet wird. Wenn gieichzetdg der Laser 2aufrechces Mikroskop 

mit einer Pulsfrequenz von drca 15—20 Hz feuert wird 3 inverses Mikroskop 

alles Material, das sich in der ScbuBJinie im Bereich des 4 Objekttriger 

"Marker^ befindet, abgetragen bzw. zerstOrt Der ex- so 5 

trem fokussieite Leiserstrahl '^eicfanet" eine feine Linie 6 Aufnabmefaaltenmg/'VorrichtUQg ' 

von drca 500 nm Brdte nind um das gewOnscfate Ob- 7 

jekt 10 und tromt es somit von sdner Umgebung. Bd 8 Mikroskoptisch/-bflhne 

Zellen im histologisdien Schnitt l^t sich durdi diese 9 

Prozedur die gewQnschte ZeDe vom Zdlverband und 65 10bioLObjekt(e) 

iockert sicfa vom Untergrund in Gestak des Objekttril- 11 

gers4LDurdidasobenerwahntespirdf5rmigeUmrun* 120bjektiv 

den der ausgewShhen ZiebEdle wird d^ frdgelaserte 13fokussierterLaser«trahl 
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1. Vetfahi^ zum Separierea und Soili«reii von 
Uologisdien Objektea auf einem ptanaren Trfiger 
(4^ auf dem sich die sdekdertea biologischen Ob- is 
jektd (ID) zusammen mit weiterer biologisch^ 
Masse befindeii^ dadnzch gekennzelduiet, dafi zu- 
noindest em in sich geschbssener streifenftoniger 
TeH der das sdekderte bidogisdie Objekt (10) am- 
gebenden weiterai l^ologischexi Masse durch ei- 20 
nen Laserstrahl (13) entf emt wir4 so daB das sdek- 
tierte biologisdie Objdct llO) von sdner Umge- 
buog frdprapariert isl und daB anschtieBend das 
anf dem Triger (4) befindlidbe firefprfiparierte Ob- 
jdkt(10)diirdieinenwdterenLaser^iiB/L^ 25 
induaerten TraasportprozeB von dem TrSger (^ 
za dner Aafhngvorriditaag (18^ 20) wegkatapul- 
tiert wird(FIugbahii 14). 

Z Vonicbcung zur DurchfQhrung des Verfahrens 
nachAo8prvdil,gekeimzeidmetdurcfa 30 
eine MikroskopaiUH^tmg (2) zur Beobachr 
tang von biolo^^hen Objekten wie Gewebe- 
sdmitten auf elnem Objekttrager (4) 
— eine Laseranordnung zur Erzeugmig ernes 
fokussierten Laserstrahis (13) zum Freiprapa- 35 
rieren ebes oder mehr^«r selektierter bblo- 
^scher Objekte (10) auf dem Objelcttrtger (4X 
wobd Laseranordnuiig und Objekttrflger rela- 
tiv zueinander vers^eblich angeordnet and» 
--undeineAnfbiigvorrichtung(18bzw«20)3n 40 
Riditung des Laserstrahb hinter dem Objefct- 
trSger (^ zum AuOangen dv seldcderten Ob- 
jekte (lOX die nadi dem EreqirBpariaren der- 
sedben diirch dnoi Laserinduaderten Thms- 
portprozeB (einen "Laser»Sd)u3^ vom Ob- 45 
jdcttrflger (4) auf die Auffangvorrichtung (18 
bzw/20) w^fkatapultiert wwdiS^(F!uii^abi 
14 
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